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@) PROCEDE DE MARQUAGE D'UN ACIDE RIBONUCLEIQUE ET FRAGMENTS D'ARN MARQUES AINSI 
OBTENUS. 



(57) La pr6sente invention conceme un procedS de mar- 
quage d'un acide ribonucleique (ARN) de synthese ou natu- 
re!. Elte concerne egalement des fragments d'ARN marques 
selon le precede, ainsi que leur utilisation. 
Ce procede consiste: 

- a fragmenter TARN, et 

- a marquer I'extremite 3' et / ou 5' de chaque fragment 
dudit ARN. 

L'invention trouve une application pr6ferentlelle dans le 
domaine du diagnostic medical. 
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DESCRIPTION 

La presente invention concerne un nouveau procede de marquage d'un acide 
ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel. 
5 L'etat de la technique montre que de nombreuses methodes existent pour 

marquer des nucleotides, des oligonucleotides ou des acides nucleiques ; les 
oligonucleotides et les acides nucleiques seront designes par le terme polynucleotides. 
En ce qui concerne les oligonucleotides, le marquage peut s 'effectuer soit lors de la 
synthese, soit par incorporation d'au moins un nucleotide marque. La premiere 
10 methode consiste a fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soit naturelle ou 
modifiee. La deuxieme methode propose de fixer le marqueur sur le sucre, la encore 
qu'il soit naturel ou modifie. La troisieme methode a pour objet la fixation du 
marqueur sur le phosphate. 

La marquage sur la base a ete notamment utilise dans Vapproche de marquage 
15 des acides nucleiques par incorporation de nucleotides directement marques. 

Le marquage sur le sucre est souvent utilise dans le cas des sondes nucleiques 
preparees par synthese chimique. 

Le marquage sur le phosphate a ete aussi utilise pour introduire des bras 
fonctionnalises et des marqueurs lors de la synthese chimique des polynucleotides. 
20 En fait L'homme du metier, qui doit effect uer un marquage d'un nucleotide ou 

d'un acide nucleique, est enclin a ejfectuer cette fixation sur la base ou sur le sucre qui 
lui qffrent plus de commodite et d * alternative. C'est d'ailleurs ce qui ressort de I 'etude 
de nombreux documents, tels que EP-A-0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A-Q.097.373, 
EP-A-0.063.879, US-A-5J49J67, US-A-5, 328,824 pour la base ou EP-A-0. 286.898 
25 pour le sucre. 

Neanmoins, ces techniques ont certains inconvenients, dont les deux principaux 
sont la gene sterique et Finfluence engendrees par la presence d'un marqueur. 

Dans le cas d'un marquage effectue sur la base, la gene sterique est due a 
1'empietement du marqueur sur 1'espace ou est presente une base voisine, que cette base 
30 voisine soit portee par un nucleotide adjacent du meme brin ou par lc brin 
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complementaire. II est assez evident egalement que la presence du marqueur sur la base 
peut gener Tefflcacite et la specificite, lors de V incorporation enzymatique, et peut 
influenccr la qualite des liaisons hydrogcncs entre les deux brins complementaircs, ce 
qui peut nuire a 1' hybridation. 
5 Dans le cas d'un marquage sur 1c sucre, la gene sterique est due & rcmpietement 

du marqueur sur l'espace ou est present un sucre adjacent porte par le meme brin. Cette 
presence du marqueur peut eloigner deux bases adjacentes portees par le meme brin et 
empecher, par la suite, la bonne hybridation avec le brin complementaire, du fait que 
les liaisons hydrogenes ne sont pas optimales entre les brins. 

10 La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que 

la technique cons is tan t a fonctionnaliser la base ou le sucre. 

Pourtant dans certains documents, ont ete proposees des techniques de 
marquage du phosphate. C'est par exemple le cas avec le document EP-A-0. 280.058, 
qui deer it le marquage d'un nucleotide par fixation du marqueur sur le phosphate, ce 

15 dernier etant fixe sur le sucre en position 2' et/ou 5' quand le nucleotide est un 
desoxyribonucleotide, et en position 2\ 3' et/ou 5' quand le nucleotide est un 
ribonucleotide. II decrit egalement un polynucleotide ou oligonucleotide qui comprend 
au mains un nucleotide marque comme decrit ci-dessus ; ce nucleotide est incorpore 
dans le polynucleotide ou I 'oligonucleotide lors de la synthese. 

20 Toutefois, le marquage, propose par le document EP-A-0.280.058, ne permet 

pas d'obtenir un marquage uniforme des acides nucleiques. En effet, Tincorporation des 
nucleotides marques dans les polynucleotides ou les oligonucleotides ne peut pas etre 
controlee, il depend cntierement de la composition du polynucleotide ou de 
Toligonucleotide qui sera synthetise. Ainsi certains polynucleotides ou oligonucleotides 

25 peuvent contenir de nombreux nucleotides marques alors que d'autres peuvent ne pas 
en contenir du tout. L'intcnsite du signal emis par ces acides nucleiques ne sera done 
pas uniforme, ce qui risque de rendre V interpretation des resultats difficile lors de leur 
detection. 

Dans ce cas, le marquage est un marquage biologique par incorporation, ou Ton 
30 ne controle pas la position des nucleotides marques. 
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De plus, le marquage est realise sur des acides nucleiques de grandes tailles. En 
effet, aucune phase de clivage, n'a ete decrite avant les etapes de marquage. Ainsi, 
lorsquc Ton hydrolyse ces acides nucleiques cibles sur des sondes de capture, les 
duplex formes apres hybridation avec les acides nucleiques cibles ne sont pas stables. 
5 C'est egalement le cas lorsque les polynucleotides sont utilises en tant que sondes dc 
detection. Les raisons peuvent etre dues a la gene sterique ou au manque de specificitc 
entre le polynucleotide ou V oligonucleotide, qui a ete synthetise, et sa cible qui n'est 
pas forcement de meme taille. II va done y avoir une perte quantitative et qualitative du 
signal. 

10 La gene sterique peut etre le fait, non seulement, dc la longueur de Tacide 

nucleique, mais egalement de Fexistence ou de la conservation de structures 
secondares. Le clivage permet de detruire ces structures et ainsi d'optimiser 
Thybridation. Cette gene sterique joue un role particulierement important dans le cas de 
T hybridation sur des surfaces contcnant des sondes de capture a forte densite, par 

15 exemple les puces & ADN mises au point par la societe Affymetrix ("Accessing Genetic 
Information with High-Density DNA arrays", M. Shee et al., Science, 274, 610-614. 
"Light-generated oligonucleotide arrays for rapide DNA sequence analysis", A. Caviani 
Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026). Dans cette technologie, 
les sondes de capture sont generalement de tailles reduites, autour de vingt nucleotides. 

20 En ce qui concerns le clivage des acides nucleiques, de nomhreuses methodes 

sont decrites dans I 'etat de la technique. 

Premier ement, le clivage peut etre enzymatique, e'est-a-dire que la 
fragmentation des acides nucleiques peut etre realisee par des nucleases (DNases ou 
RNases). On genere alors des fragments de petites tailles avec des extremites 3 y -OH, 

25 5 '-OH, 3 '-phosphate, 5 '-phosphate. 

Deuxiemement, le clivage peut etre chimique. Par exemple dans le cas des ADN t 
on peut effectuer la depurination ou la depyrimidination des ADN, qui sont alors dives 
en presence d*une base par un mecanisme dit de « ^-elimination ». Le clivage des ADN 
peut etre realise par des mecanisme s d'oxydation, d'alkylation, d 'addition de radicaux 

30 litres entre autres. Pour diver les ARN, on utilise des cations metalliques souvent 
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associes a des molecules organiques uti Usees comme catalyseurs chimiques, par 
exemple Vimidazole. Ce clivage est prefer entiellement realise en milieu alcalin et 
genere des fragments avec des extremites 3 '-phosphate. 

Cependant, ces clivages n'ont pas pour objet de faciliter ou de permcttre le 
5 marquage. Aucun procede dc clivage avant marquage en une ou deux etapes n'a ete 
decrit dans Tart anterieur. 

La presente invention propose done un procede qui pallie les inconvenients 
precedemment cites. En effet, il permet d'obtenir un marquage uniforme des fragments 
d'ARN, des le clivage termine. De plus, le clivage permet d'obtenir des fragments 
10 d'une taillc optimale pour une eventuelle hybridation, L'hybridation etant dc meilleure 
qualite, la revelation de cette hybridation sera plus rapide et efficacc. 

A cet effet, la presente invention concerne un precede de marquage d'un acide 
ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel, caracterise en ce qu'il consiste : 
- a fragmenter l'ARN, et 
15 - a marquer rextremite 3' et/ou 5' de chaque fragment dudit ARN. 

Selon un mode preferentiel de fonctionnement, le marquage de rextremite 3' de 
chaque fragment de TARN s'effectuc pour chaque fragment a r exception du fragment 
constituant rextremite 3' et/ou 5' de TARN de depart, et/ou le marquage de rextremite 
5' de chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque fragment a r exception du 
20 fragment constituant rextremite 5' dc TARN de depart. 

Selon un premier mode de realisation, la fragmentation et le marquage 
s'effectue en une etape. 

Selon un second mode de realisation, la fragmentation et le marquage s'effectuc 
en deux etapes. 

25 Quel que soit le mode de realisation, le marquage de rextremite 3' ou 5' d'un 

fragment d'ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2', en position 3' 
ou en position 2' -3' -monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction 
reactive portee par un marqueur ou pouvant s'associer ultcricurement a un marqucur. 

La fragmentation et/ou le marquage de rextremite 3' ou 5' d'un fragment 

30 d'ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2\ en position 3* ou en 
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position 2 , -3 1 -monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction 
nucleophile, electrophile, halogenure portee par un marqueur ou pouvant s'associer 
ulterieurement a un marqueur. 

La fragmentation de TARN s'effectue par voie enzymatique, chimique ou 
5 physique. 

La fragmentation par voie enzymatique de TARN est realisee par des nucleases. 

La fragmentation par voie chimique de TARN est realisee par des cations 
metalliques associes ou non a un catalyseur chimique. 

Dans ce cas, les cations metalliques sont des ions Mg ++ , Mn ++ , Cu"^, Co~ et/ou 
10 Zn"\ et le catalyseur chimique est constitue par de Pimidazole, un analogue substitue, 
par exemple le N-methyl-imidazole, ou toute molecule chimique ayant unc affinite pour 
TARN et portant un noyau imidazole ou un analogue substitue. 

La fragmentation par voie physique de TARN est realisee par sonication ou par 
radiation. 

15 Dans tous les cas de figure, le marquage de l'extrcmite 3' ou 5' d'un fragment 

d" ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate relie a la position 2\ a la position 3' ou 
a la position 2" -3' -monophosphate cyclique du ribose, d'une molecule R-X, ou R est 
constitue par ie marqueur et X est Tagent de liaison entre le marqueur et TARN, tel 
qu'un groupement hydroxyle, amine, hydrazine, alcoxylamine, halogenure d'alkyle, 

20 phenyl-methyle halogenure, iodoacetamide, maleimide. 

La prescntc invention consiste egalcment en un fragment d'ARN obtenu par le 
procede, selon les caracteristiques ci-dessus exposees, qui est caracterise par le fait que 
le fragment d'ARN comporte, d'une part, un seul nucleotide marque sitae a Textremitc 
3' ou 5' du fragment d'ARN et, d'autre part, au moins un autre nucleotide dont la base 

25 (purique : adenine/guanine ou pyrimidique : uracylc/cytosine) est identique a cclle du 
nucleotide marque. 

Ce fragment d'ARN comporte de 10 a 100 nucleotides, prefeTentiellement de 30 
a 70 et preferentiellement de 40 a 60 nucleotides. 

Selon un mode preferentiel de realisation, le fragment d'ARN comporte au 
30 moins un nucleotide thiophosphatc. 
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De plus, le nucleotide marque est un nucleotide thiophosphate. 

L'invention concerne l'utilisation d'un fragment d'ARN, tel que defini ci- 
dessus, comme sonde de detection d'un ARN et/ou d'un ADN ou d'un fragment 
d'ARN et/ou d'ADN. 

5 L'invention conceme enfin ^'utilisation d'un fragment d'ARN, tel que defini ci- 

dessus, comme cible marque pouvant se fixer sur une sonde de capture. 

Les figures ci-jointes montrent differents modes de synthese de fragments 
d'ARN marques selon l'invention, ainsi que lcs fragments ainsi obtenus. lis 
representent des modes particuliers de realisation et ne peuvcnt pas ctrc eonsideres 
10 comme limitant la portcc de la presente invention. 

La figure 1 represente une vue schematique du clivage chimique d'un ARN, en 
presence de cations Mn + * et d' imidazole. 

La figure 2 represente une vue schematique du clivage et marquage d'un ARN, 
par un marqueur portant une fonction nucleophile. 
15 La figure 3 represente un marqueur utilisable avec le procede expose & la figure 

2, cc marqueur etant constitue par dc la fluoresceine-cadaverine. 

La figure 4 represente un marqueur utilisable avec le procede expose a la figure 
2, ce marqueur etant constitue par de la fluoresceine-hydrazide. 

La figure 5 represente un marqueur halogene utilisable avec le procede selon 
20 Finvention, 

La figure 6 represente une vue schematique de Textremite 3' d'un fragment 
d'ARN obtenu par un procede selon la presente invention, ou le marqueur est fixe sur 
un phosphate naturcl, Z etant un bras de couplage, egalement appele bras espaccur, tel 
que defini dans une preccdente demande de brevet de la demanderesse deposce le 1 CT 
25 aout 1997 sous le numcro PCT/FR97/01445. Cette definition de Z est egalement vraie 
pour les figures 7 et 8. 

La figure 7 represente une vue schematique de l'extremite 3' d'un fragment 
d'ARN obtenu par un procede selon la presente invention, ou le marqueur est fixe sur 
un thiophosphate. 
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Enfin, la figure 8 represente une vuc schcrnatique de l'extremite 5' d'un 
fragment d' ARN obtenu par un precede selon la presente invention, ou le marqueur est 
fixe sur un phosphate naturel. 

5 Exemple 1 - Preparation des ARN transcripts et ARN amplicons : 

A - Preparation des ARN naturels transcripts : 
Cette transcription a ete realisee sur une matrice ADN obtenue par RT-PCR sur 
une matrice ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis. Le fragment de PCR a etc 
10 obtenu avec les oligonucleotides « primers » suivants : 
primer 5 * : AACGGAAAGGTCTCTTCGGAGATACTC 

primer 3' : GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACACCATTGTGCAA 
TATTCCCCACTGC 

15 La transcription a eu lieu avec 5.1 0 10 copies d'ADN, 200U de transcriptase T7 

(Gen-Probe, San Diego CA) dans un tampon Tris HC1 40mM, pH = 7,5, MgCl 2 20 mM, 
KC1 17,5 mM en presence de ImM de chacun des ribonucleotides naturels. La reaction 
a eu lieu pendant une heure a 42°C. Le produit de transcription a etc ensuite analyse par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide a 6% cn presence d'uree 7M. Apres coloration 

20 au bromure d'ethidium, la taille du transcrit est controlee et quantified par rapport a un 
standard depose sur le gel. 

B - Preparation des ARN transcripts contenant des thiophosphates : 
Cette transcription a etc realisee sur une matrice ADN obtenue par RT-PCR sur 
25 unc matrice ARN 16S dc Mycobacterium tuberculosis. Le fragment de PCR a ete 
obtenue avec Ics oligonucleotides « primers » suivats : 
primer 5' : AACGGAAAGGTCTCTTCGGAGATACTC 

primer 3' : GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACACCATTGTGCAA 
TATTCCCCACTGC 

30 

Le nucleotide ATP-a-thiophosphate (ATP-a-S) a etc obtenu de Boehringcr 
Manheim France (38242 Meylan) et la CTP-a-thiophosphate (CTP-ct-S) a ete obtenu 
de N&N Life Science Products (Boston, MA - USA). L'uridine thiophosphate (UTP-a- 
S) a ete* pr^parcc selon la methode decrite par J. Ludwig et F. Eckstein dans J. Org. 
35 Chem. 1989, 54, 631-635. 
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La transcription a eu lieu avec 5.10 copies cTADN, 200U de transcriptase T7 
(Gen-Probe, San Diego CA) dans un tampon Tris HC1 40mM, pH = 7,5, MgCU 20 mM, 
KC1 17,5 mM en presence de ImM des ribonucleotides. Le nucleotide thiophosphate 
(A, C ou U) a etc utilise dans une proportion de 30, 70 ou 1 00%, venant en substitution 
5 du nucleotide naturel. La reaction a eu lieu pendant une heure a 42°C. Dans chaque cas, 
le produit de transcription a ete analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide a 
6% cn presence d'uree 7M. Apres coloration au bromure d'ethidium, la taille du 
transcrit est controlee et quantifiee par rapport a un standard depose sur le gel. 
Pour les essais de marquage pendant le clivage, les transcripts contenant 70% du 
10 nucleotide thiophosphate ont ete utilises. 

C - Preparation des amplicons naturels : 
Les amplicons naturels (ARN simple brin) sont prepares en utilisant la TMA 
developpee par Gen-probe (San Diego, CA). Le brin d'ARN amplifie correspond a la 
15 sequence 16S des ribosomes de Mycobacterium tuberculosis. Les amplicons ont ete 
obtenus en utilisant un milieu reactionncl (100ul) defini comme suit : 

- 40 mM tris HC1 a pH = 7,5 ; 

- 20 mM MgCl 2 ; 

- 17,5 mM KCI ; 

20 - 1 mM de chacun des desoxynucleotides naturels, A, C, G et T ; 

- 4 mM de chacun des ribonucleotides naturels A, C, G et U ; 

- 2000 unites de transcriptase T7 (Gen-probe, San Diego CA) ; 

- 2500 unites dc RT (Gen-probe, San Diego CA) ; 

- 30 pmole de chacun des primers 5' et 3' suivants : 
25 Primer 5' : GAACGGAAAGGTCTCTTCGGAGATACTC 

Primer 3' : TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACACCATTGTGCAATATTC 
CCCACTGC ; 

- 10 6 copies de TARN cible (16S de Mycobacterium tuberculosis). 

30 La reaction a lieu a 42°C pendant 1 heure. Le produit de TMA est ensuite 

analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide a 6% en presence d'uree 7M. 
Apres coloration au bromure d'ethidium, la taille du transcrit est controlee et quantifiee 
par rapport a un standard depose sur le gel. 

35 D - Preparation des amplicons contenant des thiophosphates : 

Les amplicons contenant des thiophosphates (ARN simple brin) sont prepares 
en utilisant la TMA developpee par Gen-probe (San Diego, CA). Le brin d'ARN 
amplifie correspond a la sequence 16S des ribosomes de Mycobacterium tuberculosis. 
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Les amplicons ont cte obtenus en utilisant un milieu reactionnel (100^1) defini comme 
suit : 

- 40 mM tris HC1 a pH = 7,5 ; 

- 20 mM MgCl 2 ; 
5 -17,5 mMKCl; 

- 1 mM de chacun des d^soxynucieotides naturels A, C, G, T ; 

- 4 mM de chacun des ribonucleotides naturels A, C, G et U. Le nucleotide 
thiophosphate (A, C ou U) est utilise dans unc proportion de 30, 70 ou 100% venant 
en substitution du nucleotide naturel ; 

10 - 2000unites de transcriptase T7 (Gen-probe, San Diego CA) ; 

- 2500 unites de RT (Gen-probe, San Diego CA); 

- 30 pmole de chacun des primers 5' et 3' : 

Primer 5' : GAACGGAAAGGTCTCTTCGGAGATACTC, 

Primer 3' : GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACACCATTGTGCAA 
15 TATTCCCCACTGC ; 

- 10 6 copies d'ARN cible (16S de Mycobcterium Tuberculosis). 

La reaction a lieu a 42°C pendant 1 heure. Le produit de TMA est ensuite 
analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide a 6% en presence d'uree 7M. 
20 Apres coloration au bromure d'ethidium, la taille du transcrit est controlee et quantifiee 
par rapport a un standard depose sur le gel. 

Exemplc 2 - Clivage chimiquc das ARN : 

25 Le clivage chimique des ARN est souvent catalyse par des cations metalliqucs 

(Mn*\ Mg* + ... ) qui, cn se liant au groupement phosphate, neutralised la charge 
negative de Foxygene et facilite ainsi Tattaque nucleophile sur le phosphate par 
1'hydroxyle en position T du ribose. 

Cette attaque nucleophile peut ctre renforcee par la presence de molecules qui 

30 sont donncurs et accepteurs de protons, telles que le noyau imidazole (R. Breslow et R. 
Xu, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 1201-1207, 1993), comme cela est bien represent 
dans la figure 1 . 

I 



.1 
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Le clivage peut etre realise a differentes temperatures et dans differentes 
conditions. Selon le descriptif qui va suivre, deux types de clivages differents ont ete 
realises. 

II peut y avoir un clivage a 65°C . Dans ce cas, les transcrits ARN 16S de 
5 Mycobacterium tuberculosis, ci-apres appelee Mycobacteries^ qui comportent 330 
nucleotides (66 pmoles), sont incubes dans une solution aqueuse d' imidazole (30mM) 
ct de chlorure de manganese (30mM) a 65°C pendant 30 min. Le volume totale de la 
solution de clivage est de 100 L'ARN clive est ensuite analyse sur gel de 
polyacrylamide (6X, uree 7M) et colore au bromure d'ethidium. 
10 II peut egalement y avoir un clivage a 95°C . Alors, les transcrits ARN 16S de 

330 nucleotides (66 pmoles) Mycobacteries sont incubes dans une solution aqueuse de 
chlorure de magnesium (30mM) a 95°C pendant 45 min. Le volume totale de la 
solution de clivage est de 100 \x\. L'ARN clive est ensuite analyse sur gel de 
polyacrylamide (6X, uree 7M) et colore au bromure d'ethidium. 

15 

Dans les deux types de clivage, l'analyse sur gel montre la disparition du 
produit de depart et r apparition de plusieurs fragments plus courts, dont la population 
la plus importante a une taille voisine de 50 nucleotides. 

Ce sont ces deux protocoles qui ont ete utilises pour introduire un marqueur 
20 fluorescent sur la chaine d' ARN pendant son clivage. 

Exemple 3 - Marquage pendant Ic clivage par introduction dc marqueurs 
portant une fonction nucleophilc : 

25 Une fonction plus nucleophile que Phydroxylc, en position T du ribosc, peut 

attaquer le phosphate neutralise et permettre ainsi la clivage de la chaine d'ARN en 
generant des fragments lies & cette fonction, via le groupement phosphate. Selon la 
figure 2, cette fonction peut etre liee a un marqueur pour generer des fragments d' ARN 
marques. 
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La fluoresceinc-cadaverine, exposee en figure 3, portant une fonction amine et 
la fluoresceine-hydrazide, detaillee en figure 4, portant une fonction hydrazide ont ete 
utilisecs pour marquer un ARN 16S (330 nucleotides) de Mycobacterias pendant le 
clivage a 65°C. 

La fluorescein cadaverine et la fluoresceine hydrazide ont ete solubilisees dans 
de la DMF a une concentration finale de 7,5 mM. Elles proviennent de chez Molecular 
Probes (Eugene, OR, USA). 

A la cible d'ARN 16S (66 pmoles) en solution dans le tampon de clivage a 65°C 
(exemple 1), 1 fil de la solution de marqueur (7,5mM dans DMF) a ete ajoute. Apres 
incubation a 65°C pendant 30 minutes, chaque produit de reaction a ete hybride, detectc 
et analyse sur une puce a ADN (Affymetrix, Santa Clara, CA USA) selon le protocole 
fourni par le constructed. Ces puces sont con<?ues pour le resequence de la region 
213-415 de la sequence M20940 « Genbank » de TARN 16S de Mycobacterium 
tuberculosis. Dans le cas la fluoresceine cadaverine ou la fluoresceine hydrazide, la 
sequence a ete retrouv^e a 66%, Ceci indique que dans chaque cas le marqueur a etc 
introduit pendant le clivage generant ainsi des fragments fluorescents et detectables. 

Exemple 4 - Marquage pendant le clivage via un marqueur portant un 
halogenure de methyle : 

II est connu qu'un monophosphate peut ctre substitue par un marqueur portant 
un groupement phenyl-methyle halogenure (Voir T. Furuta et al., J. Chem. Soc. Perkin 
Trans. 1 3139- 3142, 1993). La 5-bromo-fluoresceine, representee a la figure 5, fait 
partie de cette categoric de marqueurs halogenes. 

Sachant que la reaction de clivage libere des extremites 3 '-monophosphate 
cyclique, en equilibre avec les formes ouvertes, Tetape de clivage peut servir pour 
attacher un marqueur sur les groupements phosphate en 3' des fragments ARN. 

1°) Marquage de TARN non modifie ; 



12 



2780059 



Des cibles ARN 16S (330 nucleotides) de Mycohacteries ont ete preparees par 
transcription, comme decrit dans r exemple 1. La 5-bromo-fluorcsccine a ete obtcnue 
chcz Molecular Probes (Eugene, OR, USA). 

A la cible ARN 16S (66 prnoles) en solution dans le tampon de clivage a 65°C 
5 (exemplc 1), on ajoute 2,85 \x\ de la solution de marqueur 5-bromo-fluoresceine (23,5 
mM dans DMF). 

Apres incubation a 65°C pendant 30 minutes, lc produit de reaction a ete 
hybride, detecte et analyse sur puce a ADN (Affymetrix, Santa Clara, CA USA) selon 
le protocole fourni par le constructeur. Ces puces sont con^ues pour le resequen<?age de 

10 la region 213-415 de la sequence M20940 « Genbank » de TARN 16S de 
Mycobacterium tuberculosis. La sequence a ete resequencee a 79% par cette technique 
de marquagc. Ceci indique que dans chaque cas le marqueur a ete introduit pendant le 
clivage generant ainsi des fragments fluorcscents et detectables. 

La meme experience a ete repetee en utilisant Toxyde d'argent (Ag 2 0), comme 

15 catalyseur de la reaction entre le marqueur brome et le groupement phosphate. A une 
concentration de ImM d'oxydc d'argent, le pourcentage des bases rappelees etait de 
92%. Ceci montre que lc marquage de TARN pendant le clivage peut etre optimisee en 
utilisant des agents chimiques capables de catalyser la reaction entre le marqueur brome 
et les groupements phosphates a Textremite 3\ 

20 

2°) Marquagc de TARN contenant des uroupements thiophosnhates : 

Des cibles ARN 16S (330 nucleotides) Mycohacteries ont etc produits par des 
reactions de transcription ou 70% de Tadenosine tri-phosphate (ATP) a ete remplacee 
par TATP-a-thio (Boehringer Manheim France, 38242 Meylan) (Voir exemple 1). 

25 A la cible d'ARN-thiophosphatc 16S (66 prnoles) en solution dans le tampon de 

clivage a 65°C (exemple 1), on ajoute 2,85 \x\ de la solution de marqueur 5-bromo- 
fluoresceine (23,5 mM dans DMF). Apres incubation a 65°C pendant 30 minutes, le 
produit de reaction a etc hybride, detecte et analyse sur puce a ADN (Affymetrix, Santa 
Clara, CA USA) selon le protocole fourni par le constructeur. La sequence a ete 

30 resequencee a 99% par cette technique de marquage. Cc pourcentage de resequen<?agc. 
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plus eleve que dans lc cas dcs ARN naturcls, s'cxplique par la reactivite plus 
importantes des groupements thiophosphates en 3' des fragments produits par le 
clivage. 

II est important de noter que ce pourcentage de resequensage est celui obtenu 
5 par la technique classique utilisee par Affymetrix et qui basee sur V incorporation de 
r urine directement marquee par la fluoresceine (UTP-fluoresceine). 

Meme si V ensemble des exemples a trait a un marquage de Textremite 3' des 
fragments cTARN, il est tout a fait possible de prevoir un clivage qui libere le 
10 phosphate ou le thiophosphate situe en position 5' de TARN. Ainsi dans « Molecular 
cloning - A laboratory manual » de Sambrook, Fritsch et Maniatis (seconde edition 
pages 5.10 et 5.11), il est prevu d'utiliser des enzymes de restriction (Eco RI) qui 
clivent chaque brin d'un ADN en au moins deux fragments de maniere a ce que le 
phosphate libere soit en position 5' du fragment amont. 
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REVINDICATIONS 

1 . Precede de marquage d'un acide ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel, 
caracterise en ce qu' il consiste : 

5 - a fragmenter TARN, ct 

- a marquer l'extremitc 3' et /ou 5* de chaque fragment dudit ARN. 

2. Procede, selon la revendication 1, caracterise en ce que le marquage de 
Textremite 3" de chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque fragment a 

10 Fexception du fragment constituant Pextremite 3' de I'ARN de depart, et/ou que le 
marquage de Textremite 5' de chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque 
fragment a 1' exception du fragment constituant Textremite 5' de TARN de depart. 

3. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
15 que la fragmentation et le marquage s'effectue en une etapc. 

4. Proced6, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
que la fragmentation et le marquage s'effectue en deux etapes. 

20 5. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en cc 

que le marquage de Textremitc 3' ou 5" d'un fragment d'ARN s'effectue par fixation, 
sur le phosphate en position 2\ en position 3 s ou en position 2' -3 '-monophosphate 
cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction reactive portee par un marqueur ou 
pouvant s'associer ulterieurement a un marqueur. 

25 

6. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 & 5, caracterise en ce 
que la fragmentation et/ou le marquage dc Pextremite 3' ou 5' d'un fragment d'ARN 
s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2\ en position 3' ou en position 2'- 
3' -monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction nucleophile. 
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electrophile, halogenure portee par un marqueur ou pouvant s'assoeier ulterieurement a 
un marqueur. 

7. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
5 que la fragmentation de TARN s'cffectue par voie enzymatique, chimique ou physique. 

8. Procede, selon la rcvcndication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 
voie enzymatique de TARN est realisee par des nucleases. 

10 9. Procede, scion la revendication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 

voie chimique de TARN est realisee par des cations metal liques assoeies ou non a un 
catalyseur chimique. 

10. Procede, selon la revendication 9, caracterise en ce que les cations 
15 metalliques sont des ions Mg*\ Mn~, Cu~, Co** et/ou Zn~, et que le catalyseur 
chimique est constitue par de l'imidazole, un analogue substitue, par exemple le N- 
methyl-irnidazole, ou toute molecule chimique ayant une affinite pour TARN et portant 
un noyau imidazole ou un analogue substitue. 

20 11. Procede, selon la revendication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 

voie physique de TARN est realisee par soni cation ou par radiation. 

12. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce 
que le marquage de Textremite 3' ou 5' d'un fragment d'ARN s'effectue par fixation, 
25 sur le phosphate relie a la position 2\ a la position 3' ou a la position 2 , -3'- 
monophosphate cyclique du ribose, d'une molecule R-X, ou R est constitue par le 
marqueur et X est l'agent de liaison entre le marqueur ct l'ARN, tel qu'un groupemcnt 
hydroxyle, amine, hydrazine, alcoxylamine, halogenure d'alkyle, phenyl-methyle 
halogenure, iodoacetamide, maleimide. 
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13. Fragment d'ARN obtcnu par 1c procede, scion Tunc quclconquc des 
revendications 1 a 12, caracterise par le fait que le fragment d'ARN comporte, d'une 
part, un seul nucleotide marque situe a l'extremite 3' ou 5' du fragment d'ARN et, 
d' autre part* au moins un autre nucleotide dont la base (purique : adenine/guanine ou 

5 pyrimidique : uracyle/cytosine) est identique a celle du nucleotide marque. 

14. Fragment d'ARN, selon la revendication 13, caracterise par lc fait qu' il 
comporte de 10 a 100 nucleotides, prefercnticllement dc 30 a 70 et prcfcrenticllement 
de 40 a 60 nucleotides. 

10 

15. Fragment d'ARN, selon Tunc dcs revendications 13 ou 14, caracterise par le 
fait que lc fragment d'ARN comporte au moins un nucleotide thiophosphate. 

16. Fragment d'ARN, selon la revendication 15, caracterise par le fait que le 
15 nucleotide marque est un nucleotide thiophosphate. 

17. Utilisation d'un fragment d'ARN, selon Tune quelconque des 
revendications 13 a 16, comme sonde de detection d'un ARN et/ou d'un ADN ou d'un 
fragment d'ARN et/ou d'ADN. 

20 

18. Utilisation d'un fragment d'ARN, scion Tunc quclconquc des 
revendications 13 & 16, comme cible marque pouvant se fixer sur une sonde de capture. 
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